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MITOL は IRE1α のユビキチン化を介して 
小胞体ストレス誘導性アポトーシスを抑制する 
 


























シグナルは 3 種類の小胞体ストレスセンサータンパク質 Protein kinase RNA-like ER 
kinase (PERK), Inositol-requiring enzyme 1 alpha (IRE1α), Activating transcription factor 6 
(ATF6)によって惹起され、ER-associated degradation (ERAD)や小胞体シャペロンを上
方制御することで小胞体恒常性の回復に貢献する(Travers et al., 2000)。しかしなが
ら、小胞体ストレスが重度で不可避なものとなると、一転して、代替的な UPR のシ









1-2. PERK および ATF6 によるアポトーシス誘導 
 





















ス下において、PERK は自己リン酸化により活性化し、下流の転写因子 ATF4 によっ
て CHOP の転写活性を増加させる。一方で、ATF6 はゴルジ体へと輸送され、ゴルジ
体局在型プロテアーゼによる切断を受ける。ATF6 の C 末端フラグメントは転写因子
としての活性を持ち、CHOP の発現を誘導する。PERK および ATF6 依存的に発現し
た CHOP は B-cell lymphoma 2 (Bcl-2)ファミリータンパク質の発現誘導を亢進させる
ことで、ミトコンドリア膜透過性遷移穴 Mitochondrial permeability transition pore 






1-3. IRE1α によるアポトーシス誘導 
 
 IRE1α は Kinase と RNase の両活性を持つ、最も保存された UPR センサーである。
小胞体ストレスに応じて、IRE1α は直接的あるいは、Binding immunoglobulin Protein 
(BiP)を介して間接的に変性タンパク質を認識し、活性化する。IRE1α の活性化は段
階的に制御されており、第一に Kinase 活性の増加に伴う自己リン酸化、第二にリン
酸化 IRE1α による自己オリゴマー化が行われる(Garder and Walter, 2011; Kimata et al., 
2003)。IRE1α のオリゴマー化は自身の RNase 活性化に必須なステップである(Li et 















群の発現を誘導する(He et al., 2010)。しかしながら、強力な小胞体ストレスにおいて
は、IRE1α 自身の基質特異性が低下し、小胞体に局在する多種多様な mRNA を切除
するよう変化する。このような IRE1α RNase を介した mRNA 分解は Regulated IRE1α 
dependent decay (RIDD)と呼ばれている(Hollien et al., 2009)。加えて、RIDD では抗ア
ポトーシス microRNA である miR-17 や miR-34 もまた分解され、Bcl-2 ファミリータ
ンパク質関連分子である Thioredoxin-interacting protein (TXNIP)の mRNA 量およびタ
ンパク質量を増加させる。そのため、RIDD の亢進は mPTP を媒介した内因性アポト
ーシス経路の引き金となる(図 1-3)。近年の研究は、IRE1α 自身のオリゴマー化が
xbp1 mRNA スプライスに必須であるものの、過度なオリゴマー化はむしろ IRE1α の
基質を広げ RIDD の原因となることを提唱しているので、IRE1α オリゴマーの形態こ
そが IRE1α のシグナルを細胞生存から細胞死へと変化させるキーコンセプトである
と想定できる(Ghosh et al., 2014)。しかしながら、IRE1α のオリゴマー化の制御機構に





 また IRE1α は Kinase 活性依存的なアポトーシス誘導経路を有している。小胞体ス
トレス下における IRE1α は TNF receptor-associated factor 2 (TRAF2)をアダプタータン
パク質として媒介することで c-Jun N-terminal kinase 1 (JNK1)をリン酸化し、Bcl-2 フ
ァミリータンパク質の活性化とアポトーシスを引き起こす(Nishitoh et al., 2002)。近年

























リアを経由しており、Bcl-2 ファミリータンパク質の制御と mPTP の惹起によって細




Mitochondria-associated ER membrane (MAM)と呼ばれ、小胞体-ミトコンドリア間の脂
質代謝やカルシウム輸送における足場として必須な役割を担っている(Raturi and 




ている(Verfaillie et al., 2012)。一方で、MAM に局在する IRE1α は細胞生存経路の一
つである xbp1 mRNA スプライスを促進する(Mori et al., 2013)。MAM は小胞体膜とミ
トコンドリア外膜の接触によって構築されるので、ミトコンドリアは UPR 媒介性ア
ポトーシスのシグナル終着点として機能するのみならず、UPR センサータンパク質
PERK, IRE1α の活性そのものにさえ関与すると予想できる。しかしながら、UPR の
活性制御における MAM の役割を解明するためには、更なる研究が必要とされる。 
 
 
1-5. Mitochondrial ubiquitin ligase (MITOL)の同定 
 
 私たちは以前、ミトコンドリア外膜局在型の新規ユビキチンリガーゼ
MITOL/MARCH5を同定し(Yonashiro et al., 2006, 図1-4)、MITOLの基質であるMitofusin 
2 (Mfn2)について詳細な機能解析を試みた。Mfn2はミトコンドリア同士の外膜融合に
必須なGTPaseの一つであるが、小胞体-ミトコンドリア外膜間の架橋因子としての役割














ナル伝達に重要な機能を持つことが発見されたが(Nagashima et al., 2014; Yoo et al., 2015; 







 ここで、私は IRE1α を MITOL の新規基質として同定した。MITOL は K63 結合型
ユビキチン鎖によって IRE1α を修飾する。そのため、IRE1α の分解よりもむしろ、
IRE1α の機能を制御した。実際に、マウス脊髄と培養細胞の両方において MITOL は
IRE1α の過剰なオリゴマー化を抑制し、アポトーシス抑制効果を発揮した。また
MITOL は IRE1α の K481 を特異的にユビキチン化することが明らかとなり、IRE1α 
K481 における変異は MITOL によるユビキチン化とアポトーシス抑制効果を回避す
るため、過剰なオリゴマー化とアポトーシスの原因となった。重要なことに、小胞体
ストレスが慢性化すると、MITOL による IRE1α のユビキチン化は次第に減弱する。
そのため、解消不可能な小胞体ストレスでは、MITOL-IRE1α の関係性が破綻するこ
とで UPR の細胞死シグナルが惹起されると想定される。驚くべきことに、MITOL と
IRE1α の結合は MAM に依存していた。だから、私の研究成果は、ミトコンドリアが



















MITOL は IRE1α のユビキチン化を介して 
小胞体ストレス誘導性アポトーシスを抑制する 
 



















2-1. MITOL はミトコンドリア機能維持と独立し、小胞体の恒常性維持に機能する 
 
 以前の研究において、私たちは loxP 配列を mitol/march5 遺伝子のエキソン 2 番に
隣接するように配座することで 4-hydroxytamoxifen (4-OHT)依存的に MITOL を欠損す
る MEFs を作製した。この MITOL F/F MEFs は ERT2-Cre を発現するため、4-OHT 処
理後、48 時間以内に急速に MITOL を欠損する(Sugiura et al., 2013)。MITOLF/F MEFs
において、通常、ミトコンドリアはネットワーク状の正常な形態と、断片化または短
いミトコンドリアによって構成される異常な形態を示す(Figure 1A)。MITOL の発現




胞体ストレスや UPR の指標としても用いられるため、MITOL の急性的な欠損が小胞
体のストレス応答を増大させると考えられる。 
 MITOL はミトコンドリア分裂因子 Drp1 や Drp1 受容体である Mid49, hFis1 などの




に、急性的な MITOL の欠損 MEFs においては、MITOL の基質である Drp1 の分解が
阻害されるため、Drp1 が僅かに蓄積していた(Figure 1D)。加えて、この Drp1 量の増
加は Drp1 をターゲットとした shRNA である shDrp1#2 によって解消された(Figure 
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(B) 4-OHT 処理による MITOL の急性欠損はミトコンドリア形態異常を促進する。
MEFs は 0.4µM 4-hydroxytamoxifen (4-OHT)または Ethanol (Ctrl)によって二日間処理さ
れる(B-F)。ミトコンドリアは anti-Tom20 抗体によって染色される。下のパネルは四
角領域の高倍率画像を示す。異常形態なミトコンドリアを持つ細胞の割合は、独立し
た各々の実験について 100 細胞を解析し計算する。スケールバー; 10µm。エラーバ
ー; 平均±S.D. (n=3)。**; p<0.01 student’s t test。MITOL+/+; MITOL+/+, ERT2-Cre。
MITOLF/F; MITOLF/F, ERT2-Cre。 
 
(C) 4-OHT 処理による MITOL の急性欠損は小胞体形態異常を促進する。MEFs は解
析の 24 時間前に DsRed-ER を遺伝子導入される。下のパネルは四角領域の高倍率画
像を示す。矢頭は異常凝集した小胞体領域を示す。異常形態な小胞体を持つ細胞の割
合は、独立した各々の実験について 100 細胞を解析し計算する。スケールバー; 
10µm。エラーバー; 平均±S.D. (n=3)。**; p<0.01 student’s t test。 
 
(D to F) shDrp1 の Drp1 発現抑制効果と、急性的な MITOL 欠損 MEFs におけるミトコ
ンドリア・小胞体形態への影響。MEFs はそれぞれの shDrp1 ベクターをウエスタン
ブロットの 24 時間前に遺伝子導入され、各抗体を用いて検出した(D)。ミトコンドリ
アは anti-Tom20 抗体を用いて可視化した(E)。DsRed-ER は shDrp1 ベクターと共に遺
伝子導入された。下のパネルは四角領域の高倍率画像を示す。矢頭は異常凝集した小
胞体領域を示す。異常形態なミトコンドリア・小胞体を持つ細胞の割合は、独立した
各々の実験について 100 細胞を解析し計算する。スケールバー; 10µm。エラーバー; 
平均±S.D. (n=3)。*; p<0.05 student’s t test。n.s.; not significant student’s t test。 
 
(G and H) 慢性的な MITOL の欠損は小胞体形態異常を亢進させる。 
Ctrl または 4-OHT 処理から 2 週間以上経過した MEFs は anti-Tom20 抗体によって免
疫染色された(G)。MEFs の小胞体は DsRed-ER を解析の 24 時間前に遺伝子導入する
ことで可視化された(H)。下のパネルは四角領域の高倍率画像を示す。矢頭は異常凝
集した小胞体領域を示す。異常形態なミトコンドリア・小胞体を持つ細胞の割合は、
独立した各々の実験について 100 細胞を解析し計算する。スケールバー; 10µm。エラ
ーバー; 平均±S.D. (n=3)。*; p<0.05 student’s t test。n.s.; not significant student’s t test。 
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2-2. MITOL は小胞体ストレス下においてアポトーシス抑制効果を示す 
 
 小胞体の恒常性維持における MITOL の役割を特徴づけるため、私は 4-OHT 処理
から 2 週間以上経過した MEFs を使用した。急性的な MITOL の欠損と比較して、慢
性的な MITOL 欠損 MEFs は僅かな小胞体形態異常を示すものの、ミトコンドリアの
形態異常を殆ど示さなかった(Figure 1G, 1H)。私は最初に、この MITOL 安定欠損
MEFs を用いて、小胞体ストレス誘導剤 Thapsigarigin, Tunicamycin, Brefeldin A の影響
を調べた。その結果、MITOL の欠損は小胞体ストレス後の生存率を著しく減少させ
た(Figure 2A)。同じように、MITOL 欠損 MEFs は MITOL F/F MEFs と比較して、非常
に強いホスファチジルセリンの細胞外露出を示した(Figure 2B)。小胞体ストレスにお
ける MITOL の細胞生存機能を更に実証するため、私は野生型 MITOL、又は酵素活
性の欠如変異体 MITOL (C65/68S)を用いたレスキュー実験を試みた。期待通り、
Tunicamycin を処理した MITOL 欠損 MEFs では Caspase-3 と PARP の切断が増加して
いたが、それらの表現型は MITOL の再発現によって回復した(Figure 2C)。対照的




ることでアポトーシスが誘起される(Reimertz et al. 2003)。どのように MITOL が小胞
体ストレスにおける細胞運命を決定付けるか調べるため、私は BAX の活性を比較し
た。MITOL の欠損は Tunicamycin 誘導性の BAX のミトコンドリア移行を向上させ、
次いで、シトクロム c の放出を促進させた(Figures 2D, 2E)。さらに、Tunicamycin 処
理することで MITOL 欠損 MEFs は非常に激しいミトコンドリア脱分極を起こした
(Figure 2F)。そして、MITOL 欠損 MEFs におけるミトコンドリア脱分極の亢進は
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Figure 2. MITOL の欠損は小胞体ストレス依存的なアポトーシスを亢進させる. 
 
(A and B) MITOL 欠損 MEFs は小胞体ストレスに対して脆弱性を示す。コントロール
MEFs (MITOLF/F)と MITOL 欠損 MEFs (MITOL-/-)は 0.8 µM Thapsigarsin (Tg), 0.7µg/ml 
Tunicamycin (Tu), 1.2 µg/ml Brefeldin A (Br)を 24 時間処理される。細胞生存率は Cell 
Counting Kit-8 (CCK8)アッセイによって検出される(A)。フローサイトメロリーを用い
たアポトーシス細胞の検出のため、小胞体ストレス誘導剤を 18 時間処理した MEFs
は Annexin-V-FITC によって染色された(B)。エラーバー; 平均±S.D. (A: n=6, B: 
n=3)。*; p<0.05 student’s t test。***; p<0.001 student’s t test。 
 
(C) MITOL の再発現は MITOL 欠損 MEFs の小胞体ストレス脆弱性を回復させる。
Empty vector (Vec), 野生型 MITOL (WT), C65/68S 変異型 MITOL (CS)をコードするベ
クターを Tu 処理の 24 時間前に遺伝子導入し、各抗体を用いてウエスタンブロット
にて検出した。 cC3; Cleaved caspase-3。cPARP; Cleaved PARP。エラーバー; 平均±
S.D. (n=3)。**; p<0.01 student’s t test。***; p<0.001 student’s t test。 
 
(D to F) MITOL の欠損は小胞体ストレスによるミトコンドリア脱分極を過剰に誘導す




Tetramethylrodamine methl ester (TMRM)によって膜電位を可視化したそれらの MEFs
はフローサイトメトリーによって解析された(F)。スケールバー; 10µm。エラーバー; 
平均±S.D. (n=3)。*; p<0.05 student’s t test。**; p<0.01 student’s t test。***; p<0.001 














2-3. MITOL は PERK と ATF6 の経路に影響しない 
 
 小胞体ストレス応じて、3 つの UPR センサータンパク質 PERK, ATF6, IRE1α は対
立する UPR シグナル、適応と細胞死を引き起こす(Shore et al., 2011)。そこで、私は
UPR センサータンパク質の活性を評価した。しかしながら、MITOL の欠損は PERK
の自己リン酸化と、下流遺伝子である chop, atf4 の発現誘導に影響を与えなかった
(Figure 3A, 3B)。また同様に MITOL は ATF6 の C 末端フラグメントの量、ATF6 の転
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Figure 3. MITOL の欠損は PERK/ATF6 経路に影響しない. 
 
(A and B) MITOL の欠損は PERK の自己リン酸化とその下流遺伝子の発現に影響しな
い。示された時間にて Tu 処理された MEFs は各抗体を用いたウエスタンブロットに
よって解析された(A)。またそれらの MEFs の mRNA 発現量は各プライマーを用いた
RT-PCR にて測定された(B)。エラーバー; 平均±S.D. (n=3)。n.s.; not significant 
student’s t test。 
 
(C and D) MITOL の欠損は ATF6 の活性に影響しない。図で示された時間にて Tu 処理
された MEFs は各抗体を用いたウエスタンブロットによって解析された(C)。示され
た時間の Tu 処理より 24 時間前に p5×ATF6-GL3 と pRL-CMV ベクターを遺伝子導入
された MEFs は Dual-luciferase reporter アッセイにて評価された(D)。エラーバー; 平


























2-4. MITOL は IRE1α 依存的な mRNA 分解と JNK のリン酸化を抑制する 
 
 小胞体ストレス下における MITOL 欠損 MEFs において、IRE1α がアポトーシス誘
導に関与するかどうか解明するため、IRE1α の抑制による影響を検証した。期待通
り、IRE1α を標的とした siRNA、または IRE1α RNase 阻害剤 4µ8c によって、MITOL
欠損 MEFs における Caspase-3 の切断が解消された(Figure 4A, 4B)。そのため、
MITOL は IRE1α を介して小胞体ストレス媒介性アポトーシスに抵抗性を発揮すると
考えられる。しかしながら MITOL は小胞体ストレス下における IRE1α の自己リン酸
化に大きな影響を与えなかったので(Figure 4C)、IRE1α が誘導する二つの対立シグナ
ル、適応と細胞死について評価した。興味深いことに、Tunicamycin 処理した MITOL
欠損 MEFs は顕著な細胞死を示すにもかかわらず(Figure 1)、MITOL の欠損は IRE1α
依存的な適応経路である xbp1 mRNA のスプライスと下流遺伝子群 edem, sec61, herp
の発現は増加させた(Figure 4D)。小胞体ストレスが持続すると、IRE1α は細胞適応の
みならず、Bifunctional な活性依存的に細胞死を引き起こす。Tunicamycin 処理した
MITOL 欠損 MEFs では xbp1 mRNA のスプライスのみならず、RIDD の標的遺伝子群
col6a1, blos1, hgsnat, pdgfrp において mRNA 量が激しく減少した (Figure 4E)。 
 近年の報告では IRE1α は mRNA のみならず、抗アポトーシス性 miRNA を分解す
ることで、TXNIP の発現を増加させ、細胞をアポトーシスへ導くことが報告された
(Lerner et al., 2012)。私は発現ベクターに組み込まれた Luciferase の 3’-UTR 領域に
RIDD の標的 miRNA である miR-17 と miR-34 の結合領域を挿入することで、
Luciferase によって miRNA 量を評価する実験系を利用した。このレポーターシステ
ムでは 3’-UTR に対応する miRNA 存在下では luciferase mRNA の分解によって発現が
低く抑えられるが、特異的な miRNA が十分に減少すると Luciferase の発現は増加す
る。実際に、小胞体ストレス下では RIDD により miR-17, miR-34 の発現が減少する
ため、MITOLF/F MEFs における Luciferase 量は Tunicamycin 刺激依存的に増加した
(Figure 4F)。さらに、MITOL 欠損は Tunicamycin 刺激依存的な Luciferase の発現誘導
を著しく増大させた(Figure 4F)。そのため、MITOL の欠損は IRE1α による mRNA 分
解のみらなず、miRNA 分解もまた同様に増加させることが示唆された。miR-17, 
miR-34 の分解増加と一貫して、MITOL 欠損 MEFs は Tunicmycin 誘導性の txnip 
mRNA 発現を高めた(Figure 4G)。 
 IRE1α は RNase 活性のみらなず、Kinase 活性に依存したアポトーシス誘導経路を
有している。以前より、IRE1α Kinase の標的としてアポトーシス誘導因子である JNK
が報告されていたため(Nishitoh et al., 2002; Urano et al., 2000)、私は次に JNK のリン酸
化について解析した。その結果、MITOL 欠損 MEFs では、Tunicmycin 処理による
JNK のリン酸化が延長していた(Figure 4H)。したがって、MITOL は小胞体ストレス
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Figure 4. MITOL の欠損は IRE1αの過剰な活性化を引き起こす 
 
(A and B) IRE1α の抑制は MITOL 欠損 MEFs における小胞体ストレス脆弱性を改善す
る。Scramble または IRE1α を標的とする siRNA (#1, #2)を Tu 処理の 24 時間前に
MEFs に遺伝子導入した(A)。MEFs は Tu 処理の 2 時間前に 25µM 4µ8c を処理される
(B)。それらの MEFs は図に示す各抗体を用いたウエスタンブロットにて検出され
た。エラーバー; 平均±S.D. (n=3)。**; p<0.01 student’s t test。 
 
(C) MITOL の欠損は IRE1α の自己リン酸化に影響しない。MEFs は図に示す時間にて
Tu 処理される。リン酸化 IRE1α は Phos-tag SDS-PAGE にて検出された。 
 
(D to G) MITOL の欠損は RIDD と xbp1 mRNA スプライスを増加させる。Tu を 4 時間
処理した MEFs の UPR 関連遺伝子の mRNA 発現量は定量的 RT-PCR にて測定された
(D)。RIDD 関連遺伝子の mRNA 発現量は定量的 RT-PCR にて測定された(E and G)。4
時間の Tu 処理から 24 時間前に miR-17 luciferase reporter または miR-34 luciferase 
reporter を遺伝子導入された MEFs は luciferase reporter アッセイにて評価された(F)。
エラーバー; 平均±S.D. (n=3)。*; p<0.05 student’s t test。**; p<0.01 student’s t test。
***; p<0.001 student’s t test。 
 
(H) MITOL の欠損は小胞体ストレス下における JNK のリン酸化を持続させる。MEFs
は図に示す時間、Tu によって処理された。リン酸化 JNK は各抗体にて検出された。

















2-5. MITOL は IRE1α RNase および Kinase 依存的なアポトーシスを阻害する 
 
 私は MITOL 欠損 MEFs の示す小胞体ストレス脆弱性が IRE1α の過剰活性化とその
下流因子を原因とするかどうか詳細に検証を行った。重要なことに、siRNA を用い
た TXNIP の発現抑制は MITOL 欠損 MEFs に認められた Tunicamcyin 誘導性の
Caspase-3 活性化を有意に回復した(Figure 5A, 5B)。一方で、XBP1 を標的とした
siRNA は MITOL 欠損における Caspase-3 の活性に影響を及ぼさなかった(Figure 5C, 
5D)。したがって、MITOL の欠損は IRE1α による xbp1 mRNA のスプライスと RIDD
を増加させるものの(Figure 4D-4G)、MITOL のアポトーシス抑制効果は RIDD を介し
たものであると想定される。siTXNIP と同様に、MITOL 欠損 MEFs における小胞体
ストレス脆弱性は JNK の阻害剤によっても解消された(Figure 5E)。それらの結果は
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Figure 5. MITOL 欠損による小胞体ストレス脆弱性は IRE1αの過剰活性化に依存す
る 
 
(A and B) MITOL 欠損による小胞体ストレス脆弱性は TXNIP の発現抑制によって改
善する。MEFs は Tu 処理の 24 時間前に Scramble または TXNIP を標的とした siRNA 
(#1, #2)を遺伝子導入される。Tu を 4 時間処理したそれらの MEFs における TXNIP 
mRNA 発現量は定量的 RT-PCR にて評価された(A)。また Tu を 24 時間処理したそれ
らの MEFs は各抗体を用いたウエスタンブロットにて解析された(B)。エラーバー; 
平均±S.D. (n=3)。*; p<0.05 student’s t test 。**; p<0.01 student’s t test。 
 
(C and D) MITOL 欠損による小胞体ストレス脆弱性は XBP1 の発現抑制によって影響
されてない。MEFs は Tu 処理の 24 時間前に Scramble または XBP1 を標的とした
siRNA (#1, #2)を遺伝子導入される。Tu を 4 時間処理したそれらの MEFs における
TXNIP mRNA 発現量は定量的 RT-PCR にて評価された(C)。また Tu を 24 時間処理し
たそれらの MEFs は各抗体を用いたウエスタンブロットにて解析された(D)。エラー
バー; 平均±S.D. (n=3)。n.s.; not significant student’s t test。 
 
(E) MITOL 欠損による小胞体ストレス脆弱性は JNK の抑制によって解消される。
MEFs は Tu 処理の 2 時間前に 20µM JNK inhibitor-II (JNK inh)を添加し、培養され
る。Tu を 24 時間処理したそれらの MEFs は各抗体を用いたウエスタンブロットによ


















2-6. MITOL は IRE1α オリゴマーを不安定化する 
 
 IRE1α のオリゴマー化は自身の RNase 活性化に必要である(Li et al., 2010)。一方
で、IRE1α の過剰なオリゴマー化と活性化は RIDD 依存的なアポトーシスの原因とな
る。MITOL による IRE1α 活性抑制機構を更に明らかとするため、IRE1α のオリゴマ
ー化を評価した。末端にタグを付加された IRE1α はオリゴマー化を阻害されるた
め、近年の研究では、IRE1α の膜貫通領域と Kinase 領域の間に GFP を挿入した
IRE1α-GFP が考案され、IRE1α オリゴマーの可視化に用いられている(Li H et al., 
2010)。MITOLF/F MEFs において IRE1α-GFP は foci 様構造を Tunicamycin 処理後 4h で
示した(Figure 6A)。しかしながら、MITOL 欠損 MEFs においては、より効率的に
IRE1α-GFP が foci を形成した(Figure 6A)。次に、私は内在性の IRE1α オリゴマーを
スクロース密度勾配遠心法にて検出した。IRE1α-GFP の結果と一貫して、MITOL の
欠損は IRE1α のオリゴマー化を増加させた(Figure 6B)。注目すべきことに、MITOL
欠損 MEFs においては、Tunicamcyin 依存的に形成された IRE1α の foci 様構造が
Tunicamycin の洗浄後も長く維持された (Figure 6C)。同様に、MITOL の欠損 MEFs
においては、IRE1α の自己リン酸化もまた Tunicamycin の洗浄後も長く維持された
(Figure 6D)。一方で、PERK の自己リン酸化や ATF6 の C 末端フラグメントは
Tunicamcyin の洗浄後、MITOL の欠損にかかわらず、24 時間以内に基底状態まで回
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Figure 6. MITOL の欠損は IRE1αオリゴマーを安定化する 
 
(A and B) MITOL の欠損は IRE1α のオリゴマー化を促進する。Tu を処理される 24 時
間前に MEFs は IRE1α-GFP 発現ベクターを遺伝子導入される。Tu は図に示された時
間添加される(A)。右のパネルは四角領域の高倍率画像を示す。オリゴマー化された
IRE1α-GFP を持つ細胞の割合は独立した各々の実験について 100 細胞ずつ解析する
ことで計算される。Tu 刺激 4 時間時の各 IRE1α オリゴマーの平均サイズは独立した
各々の実験について 20 細胞ずつを ImageJ の Analyze particles を用いて解析した。
MEFs のライセートはスクロース密度勾配遠心法によって分離され、anti-IRE1α 抗体
を用いたウエスタンブロットによって検出された(B)。スケールバー; 10µm。エラー
バー; 平均±S.D. (n=3)。*; p<0.05 student’s t test。**; p<0.01 student’s t test。 
 
(C) MITOL の欠損は IRE1α オリゴマーの形成を維持する。IRE1α-GFP 発現ベクター
を遺伝子導入された MEFs は Tu と共に 4 時間インキュベートされた後、PBS にて洗
浄され、新鮮な培地と共に図に示した時間、培養される。オリゴマー化された
IRE1α-GFP を持つ細胞の割合は独立した各々の実験について 100 細胞ずつ解析する
ことで計算される。右のパネルは四角領域の高倍率画像を示す。スケールバー; 
10µm。エラーバー; 平均±S.D. (n=3)。*; p<0.05 student’s t test。**; p<0.01 student’s t 
test。***; p<0.01 student’s t test。 
 
(D to F) MITOL の欠損は PERK や ATF6 ではなく、IRE1α の活性化のみを維持する。
Tu を 4 時間処理した MEFs は PBS にて洗浄され、新鮮な培地にて図に示す時間、培
養される。ウエスタンブロットは各抗体にて行われた。リン酸化 IRE1α の検出は
Phos-tag SDS-PAGE にて行なわれた。エラーバー; 平均±S.D. (n=3)。*; p<0.05 














2-7. IRE1α は MITOL の新規基質である 
 
 MITOL の欠損が IRE1αの過剰活性化と細胞死を引き起こすことが明らかとなった
(Figure 2 to 6)。そのため、私は MITOL と IRE1α が結合するかどうか調べた。
HEK293 細胞において、内在性の IRE1αは内在性の MITOL と共沈降した(Figure 
7A)。また IRE1α-FLAG と MITOL-HA を導入した HEK293 細胞を用いた免疫沈降実
験は MITOL が IRE1α と結合することを示唆した(Figure 7B)。MITOL による IRE1α の
制御機構を詳細に解明するため、私は MITOL による IRE1α のユビキチン化について
検証した。内在性の IRE1α の免疫沈降実験において、MITOL の過剰発現は IRE1α の
ユビキチン化を増加させた(Figure 7C)。さらに、野生型 MITOL の過剰発現は、コン
トロールベクターや MITOL の不活性変異体と比較し、IRE1α のユビキチン化を高め
た(Figure 7D)。また MITOL 欠損 MEFs は IRE1α のユビキチン化に対して強烈な抑制
を示し、この IRE1α ユビキチン化の減弱は、MITOL の不活性変異体ではなく、
MITOL の野生型によってのみ解消された(Figure 7E)。それらの結果は IRE1α が
MITOL の新規基質であることを示している。近年、ポリユビキチン鎖はユビキチン
同士のリジンの結合様式によって機能的に分類できることが報告された
(Mukhopadhyay and Reizman, 2007; Pickart and Fushman, 2004)。K48 結合型ポリユビキ
チン鎖は主にプロテアソームによる基質の分解を媒介するのに対して、K63 結合型ポ
リユビキチン鎖は基質の活性化や局在変化、結合タンパク質の調整を担っている。興
味深いことに、MITOL の過剰発現による IRE1α ユビキチン化の増加は、K63 結合型
ポリユビキチン鎖の特異的抗体によっても確認された(Figure 7F)。また、野生型ユビ
キチンや K48R 変異型ユビキチンを共発現した際には、MITOL の過剰発現によって
IRE1α のユビキチン化が増加したが、K63R 変異型ユビキチンを用いた際には MITOL
の発現量は IRE1α のユビキチン化に変化を及ぼさなかった(Figure 7G)。以前、私はポ
リユビキチン鎖の種類を同定するため、リジンを持たない K0 変異体や単一の K を持
つ RK 変異体を含む多様なユビキチン変異体を作製した(Sugiura et al., 2013)。KR 変
異体の結果と一貫して、MITOL による IRE1α のユビキチン化は R63K 変異型ユビキ
チンを導入した HEK293 細胞においてのみ確認された(Figure 7H)。実際に、MITOL
の欠損は CHX 処理後の IRE1α の分解速度に影響を与えなかったので(Figures 7I)、
MITOL は IRE1α の活性や局在、結合分子の調節を担うと考えられる。これらの結果
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Figure 7. MITOL は IRE1α を K63 結合型ポリユビキチン鎖にて修飾する 
 
(A and B) MITOL と IRE1α は結合する。HEK293 細胞のライセートは anti-IRE1α 抗体




(C to E) MITOL は IRE1α をユビキチン化する。図に示すベクターを遺伝子導入した
HEK293 細胞(C and D)、または MEFs (E)のライセートは各抗体を用いた免疫沈降の
後、ウエスタンブロットによって検出される。WT: 野生型 MITOL。CS: リガーゼ活
性欠失変異型 MITOL。 
 
(F to H) MITOL は IRE1α に K63 結合型ポリユビキチン鎖を付加する。図に示すベク
ターを遺伝子導入した HEK293 は各抗体を用いて免疫沈降され、ウエスタンブロッ
トにより検出される。WT: 野生型ユビキチン。K48R, K63R: K48 または 63 における
アルギニン(R)への点変異型ユビキチン。K all R: 全ての K を R へ置換した変異型ユ
ビキチン。R63K: K all R の R63 のみを本来のアミノ酸である K に再置換した変異型
ユビキチン。 
 



















2-8. MITOL は RNase 不活性型 IRE1αを優先的に基質とする 
 
 私は次に MITOL による IRE1α のユビキチン化が小胞体ストレス下において、どの
ような生理的変化を示すか解析した。興味深いことに、Tunicamycin の添加時間が長
くなると、MITOL による IRE1α のユビキチン化は急速に減弱した(Figure 8A)。特に
Tunicamycin 処理から 15 時間程度で IRE1α のユビキチン化は顕著に消失した。重要
なことに、Tunicamycin 処理後の細胞生存率は 12 時間程度から顕著に低下しており、
ユビキチン化 IRE1α の減少と相関していた(Figure 8B)。そのため、MITOL 媒介性の
ユビキチン化 IRE1α の消失こそが、IRE1α シグナルのアポトーシススイッチの分子
機構の一端であると考えられる。一方で、Tunicamycin 処理は MITOL の自己ユビキ
チン化活性に影響を及ぼさなかった(Figure 8C)。 
 私は MITOL による IRE1α の基質認識について詳細な分子機構を解明するため、
IRE1α 同士の結合とオリゴマー化を阻害する K121Y 変異または D123P 変異を IRE1α
に導入した。意外なことに、MITOL 媒介性の IRE1α ユビキチン化は K121Y や D123P
の変異によって増加した(Figure 8D)。私は MITOL が不活性型の IRE1α を優先的にユ
ビキチン化すると仮説立てて、IRE1α の阻害剤を用い検討した。興味深いことに、
IRE1α の Kinase 阻害剤 KIRA6 を添加することで MITOL による IRE1α のユビキチン
化は増加したが、もう一つの Kinase 阻害剤 APY29 の添加では IRE1α のユビキチン化
はむしろ低下した(Figure 8E)。近年の報告より、IRE1α のオリゴマー化は Kinase 領域
の ATP 結合部位におけるアロステリック変化により制御されることが明らかとなっ
た(Ghosh et al., 2014)。APY29 と KIRA6 はどちらも Kinase 領域の ATP 結合部位にお
ける拮抗阻害薬であるが、APY29 の結合によるアロステリック変化は IRE1α のオリ
ゴマー化を誘導し、むしろ RNase 活性を向上させることが示されている。反対に、
KIRA6 と IRE1α の結合はオリゴマー化を抑制し、IRE1α の RNase 活性をも減弱させ
る。次に私は IRE1α の RNase 阻害剤 4µ8c を添加し、MITOL 媒介性の IRE1α ユビキ
チン化を評価した。期待通り、4µ8c 処理は MITOL による IRE1α のユビキチン化を
亢進させた(Figure 8F)。この 4µ8c 添加による IRE1α ユビキチン化の増加は、MITOL
を発現抑制した条件では認められなかったため(Figure 8G)、IRE1α RNase の阻害時に
おける IRE1α ユビキチン化の増加は MITOL に依存したものであると考えられる。実
際に、4µ8c 添加は MITOL と IRE1α の結合を増大させた(Figure 8H)。そのため、
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Figure 8. MITOL による IRE1α の認識は IRE1α RNase 活性化に伴い減弱する 
 
(A and B) 小胞体ストレスによる細胞死誘導と協調して MITOL による IRE1α ユビキ
チン化は減弱する。MEFs は各ベクターを遺伝子導入される。24 時間後、図に示す時
間 Tu を処理した MEFs は anti-IRE1α 抗体により免疫沈降され、各抗体を用いたウエ
スタンブロットによって検出される(A)。細胞生存率は Figure 2A と同様に検出される
(B)。 
 
(C) MITOL の自己ユビキチン化活性は小胞体ストレスによって変化しない。12 時間








(E to G) IRE1α RNase の抑制は MITOL によるユビキチン化を亢進させる。HEK293 細
胞は図に示すベクターを遺伝子導入され、24 時間後、1µM KIRA6, 2µM APY29, 
10µM 4µ8c を 3 時間処理される(E and F)。MEFs は図に示すベクターまたは siRNA を
遺伝子導入され、24 時間後、4µ8c を 3 時間処理される(G)。細胞のライセートは図に
示す抗体によって免疫沈降され、ウエスタンブロットにて検出される。 
 
(H) IRE1α RNase の抑制は MITOL-IRE1α の結合を増加させる。HEK293 細胞は図に示














2-9. IRE1α K481 における変異は自身のオリゴマー化と RIDD 活性を増加させる 
 
 MITOL による IRE1α のユビキチン化に必須なリジンを同定するため、私は in silico 
search の一種である UbPred を用いた。その予測結果は IRE1α のいくつかのリジンを
ユビキチン結合部位として示したため、私は IRE1α のユビキチン化候補部位のリジ
ンをアルギニンに置換した 3 つの変異体を作製した。IRE1α K481R では、野生型
IRE1α や他の KR 変異型 IRE1α と比較して、MITOL の過剰発現によるユビキチン化
が減弱した(Figure 9A)。一方で、MITOL と IRE1α の結合について K481 における変異
は影響を与えなかった(Figure 9B)。だから、MITOL は IRE1α の K481 を介して、ポリ
ユビキチン鎖を付加すると考えられる。 
 さらに私は MITOL によるユビキチン化を受けない IRE1α K481R が MITOL 欠損
MEFs と同様に IRE1α の過剰オリゴマー化とアポトーシス誘導を示すことを確認し
た。通常状態において IRE1α は小胞体の分子シャペロン BiP と結合することで、少
なくとも一部は、オリゴマー化と活性化を阻害されている。一方で、変性タンパク質
が蓄積すると BiP は変性タンパク質と優先的に結合するため IRE1α と解離し、IRE1α
の活性化を許す。したがって、IRE1α の過剰発現は小胞体へストレスを強いることな
く、UPR の枝分かれした経路の中でも IRE1α のシグナルのみを活性化することがで
きる。IRE1α K481R の過剰発現は、野生型 IRE1α やコントロールベクターと比較し
て、Annexin-V positive-cells や Cleaved caspase-3 を増加させた(Figure 9C, 9D)。また
IRE1α K481R の過剰発現は、RIDD の標的遺伝子群の mRNA 量を減少させた(Figure 
9E)。同様に IRE1α K481R の過剰発現は、RIDD 標的 miRNA である miR-17, miR-34
の下流遺伝子 TXNIP の mRNA 量を増加させた(Figure 9F)。さらに、IRE1α K481R は
野生型 IRE1α と比較して、高いオリゴマー形成能を有していた(Figure 9G, 9H)。これ










































































































































































































































Figure 9. IRE1α K481R は高い RNase 活性とアポトーシス誘導能を示す 
 
(A) MITOL は IRE1α K481 にポリユビキチン鎖を付加する。各 IRE1α 変異体と図に示
すベクターを遺伝子導入された HEK293 細胞のライセートは anti-FLAG 抗体を用いて
免疫沈降され、各抗体によるウエスタンブロットにて検出される。481: K481R, 545: 
K545R, 568: K568R。 
 
(B) IRE1α K481R は野生型 IRE1α と同程度、MITOL と結合する。図に示す各ベクタ
ーを遺伝子導入された HEK293 細胞のライセートは anti-FLAG 抗体にて免疫沈降さ
れ、ウエスタンブロットを用いて検出される。KR: K481R。 
 
(C and D) IRE1α K481R の過剰発現はアポトーシスを誘導する。図に示すベクターを
遺伝子導入された MEFs は 24 時間後、Annexin V-FITC によって染色される(C)。また
図に示す抗体によってウエスタンブロットされる(D)。エラーバー; 平均±S.D. 
(n=3)。*; p<0.05 student’s t test。 
 
(E and F) IRE1α K481R は高い RIDD 活性を示す。MEFs は解析の 24 時間前に図に示
すベクターを遺伝子導入される。RIDD の活性は定量的 RT-PCR によって検討され
る。エラーバー; 平均±S.D. (n=3)。*; p<0.05 student’s t test。**; p<0.01 student’s t 
test。 
 
(G and H) IRE1α K481R は過剰なオリゴマー化を起こす。MEFs は IRE1α-GFP を遺伝




ブロットによって検出される(H)。スケールバー; 10µm。エラーバー; 平均±S.D. 











2-10. IRE1α K481 における変異は小胞体の形態異常を増加させる 
 
 私は、MITOL の欠損が小胞体の形態異常を引き起こすという研究観察に基づい
て、MITOL が IRE1α を直接的に制御することを新たに提示してきた(Figure 1-8)。そ
こで、私は MITOL による IRE1α の活性制御機構が小胞体の形態に与える影響を確認
した。急性的な、または慢性的な MITOL 欠損 MEFs と一貫して(Figure 1)、IRE1α 

































Figure 10. IRE1α K481R の過剰発現は小胞体の形態異常を引き起こす 
 
 MEFs は解析の 24 時間前に示されたベクターと DsRed-ER を遺伝子導入される。
下のパネルは四角領域の高倍率画像を示す。矢頭は異常凝集した小胞体領域を示す。
異常形態な小胞体を持つ細胞の割合は、独立した各々の実験について 100 細胞を解析
し計算する。スケールバー; 10µm。エラーバー; 平均±S.D. (n=3)。*; p<0.05 student’s 
































2-11. MITOL による IRE1α のユビキチン化は MAM に依存する 
 
 近年、IRE1α および MITOL は MAM に豊富に存在することが報告された(Mori et 
al., 2013; Sugiura et al., 2013)。私は最初に、IRE1α や MITOL が MAM に局在すること
を再確認した。タグ付けされた MITOL はミトコンドリア様の構造を示すものの、一
部において小胞体との共局在を示した(Figure 11A)。また HA タグを付加した IRE1α
は小胞体様の構造を示すものの、一部においてミトコンドリアとの共局在を示した
(Figure 11A)。同様に、MITOL と IRE1α もまた一部において共局在した(Figure 11A)。
さらに、Percoll 密度勾配遠心法によって精製された MAM 画分には、内在性の
MITOL と IRE1α が豊富に存在することを示した(Figure 11B)。遠心分離による細胞分
画法によって採取された粗ミトコンドリア画分は MAM とミトコンドリアの混在画分
である。MAM はコレストロールに富んだユニークな膜構造であるため、低濃度の
Digitonin によって優先的に可溶化される。粗ミトコンドリア画分に 0.8mg/ml の
Digitonin を処理したところ、IRE1α と MITOL は小胞体マーカーである CNX と同様
に可溶化され、一方で、ミトコンドリア外膜マーカーである Tom20 は沈殿物として
検出された(Figures 11C)。それらの結果は、IRE1α と MITOL が MAM においても多
く局在することを示している。 
 次に私は MITOL による IRE1α のユビキチン化における MAM の必要性を調べた。
MITOL の過剰発現は、小胞体を含む粗細胞質画分ではなく、MAM を含む粗ミトコ
ンドリア画分においてのみ IRE1α のユビキチン化を亢進させた(Figure 11D)。PACS2
は最初に同定された MAM 形成に関わる分子であり、PACS2 のノックダウンは小胞
体とミトコンドリアを解離させる(Simmen et al., 2005)。MITOL と IRE1α の結合は
PACS2 の発現抑制によって阻害された(Figure 11E)。同様に、MITOL 媒介性の IRE1α
ユビキチン化もまた siPACS2 によって減弱した(Figure 11F)。加えて、小胞体-ミトコ
ンドリア接触の他の架橋因子である Mfn2 のノックダウンもまた MITOL 媒介性の
IRE1α ユビキチン化を抑制した(Figure 11G)。これらの結果は、MITOL による IRE1α
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Figure 11. MITOL は MAM 依存的に IRE1α を基質認識する 
 
(A) MITOL と IRE1α は共局在する。図に示すベクターを遺伝子導入された HeLa 細胞





(B) MITOL と IRE1α は MAM に局在する。それぞれのオルガネラ分画は Percoll 密度
勾配遠心法によって MEFs から単離され、各抗体を用いたウエスタンブロットによっ
て解析される。mito: Mitochondria。micro: Microsome。cyto: Cytosol。 
 
(C) MITOL と IRE1α は粗ミトコンドリア分画において高い Digitonin 溶解性を示す。
粗ミトコンドリア分画は MEFs から単離された。粗ミトコンドリア分画における
MAM を含むラフト様構造は図に示す各濃度の Digitonin を用いて可溶化した。S: 
Supernatant。P: Pellet。 
 
(D) MITOL による IRE1α ユビキチン化は粗ミトコンドリア分画において起こる。図




(E) PACS2 の発現抑制は MITOL と IRE1α の結合を障害する。免疫沈降実験の 24 時間
前に HEK293 細胞は PACS2 を標的とした siRNA を遺伝子導入される。その後、各抗
体を用いたウエスタンブロットによって検出した。 
 
(F and G) PACS2 または Mfn2 の発現抑制は MITOL による IRE1α ユビキチン化を抑制
する。免疫沈降実験の 24 時間前に HEK293 細胞は PACS2 を標的とした siRNA、また










2-12. 神経特異的 MITOL 欠損マウスの樹立 
 
 MITOL による IRE1α の活性制御の生理的意義を追求するため、私は Nestin プロモ
ーター依存的に発現する Cre を用いて神経特異的に MITOL を欠損した MITOLnestin を
作製した(Figure 12A)。MITOLnestin の脊髄において MITOL の mRNA とタンパク質量
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Figure 12. Nestin-Cre を用いた MITOL 欠損マウスの作製 
 
(A to C) 神経系特異的 MITOL 欠損マウスの樹立。mitol/march5 遺伝子のエキソン 2
を挟み込む形で LoxP 配列は挿入される(MITOLFlox/Flox)。それらのマウスを Nestin-Cre
トランスジェニックマウスと交配することで、神経系特異的な MITOL 欠損マウスを
樹立した(A)。マウス脊髄における MITOL のタンパク質量と mRNA 量について定量
































2-13. MITOL は脊髄において IRE1α の過剰活性化とアポトーシス誘導を抑制する 
 
 MITOL による IRE1α のユビキチン化がマウス脊髄において再確認されたので
(Figure 13A)、さらに私は Tunicamycin の腹腔内投与によって、MITOLnestin を用いた小
胞体ストレスモデルマウスの作製を試みた。スクロース密度勾配遠心法より、
Tunicamycin の投与から 24 時間後の MITOLnestin では WT マウスと比較して、IRE1α
のオリゴマー化が増加した (Figure 13B)。また MITOLnestin の脊髄では、Tunicamycin
刺激に伴って IRE1α 依存的な xbp1 mRNA のスプライスとその下流遺伝子群の発現が
増大し、対照的に IRE1α 依存的な mRNA 分解の標的遺伝子の発現は低下した(Figure 
13C, 13D)。MEFs の実験結果と一貫して、MITOLnestin の脊髄では TXNIP の mRNA 量
が増加した(Figure 13E)。さらに、Tunicamycin 投与から 48 時間後、MITOLnestin の脊
髄では、WT マウスと比較して TUNEL 陽性細胞が顕著に増加し、また神経細胞数が
有意に減少した(Figure 13F, 13G)。これらの結果は、MITOL 欠損 MEFs と同様に、脊




























































































































































































































Figure 13. 脊髄における MITOL 欠損は IRE1α の過剰な活性化と細胞死を引き起こ
す 
 




(B to E) 脊髄において MITOL の欠損は IRE1α の過剰活性化を引き起こす。2 ヶ月齢
のマウスは 1mg/kg Tu を腹腔内投与される。24 時間後、マウス脊髄のライセートは
スクロース密度勾配遠心法によって分離され、各分画は anti-IRE1α 抗体を用いたウエ
スタンブロットによって検出される(B)。また、マウス脊髄における mRNA 発現量は
定量的 RT-PCR によって解析される(C to E)。エラーバー; 平均±S.D. (n=3)。*; p<0.05 
student’s t test。**; p<0.01 student’s t test。 
 
(F and G) 脊髄において MITOL の欠損は小胞体ストレス脆弱性の原因となる。Tu を
24 時間投与された 2 ヶ月齢マウスの脊髄は TdT-mediated d UTP nick end labeling 
(TUNEL)と Hoechst によって染色される(F)。また Cresyl violet によって染色される
(G)。右のパネルは四角領域の高倍率画像を示す。スケールバー; 50µm (F), 20µm 




































MITOL は IRE1α のユビキチン化を介して 
小胞体ストレス誘導性アポトーシスを抑制する 
 























新機能を探索した。その結果、UPR のキーセンサーである IRE1α を MITOL の新規基
質として同定した。MITOL は MAM を足場として IRE1α と結合し、K63 結合型のポ
リユビキチン鎖を用いて IRE1α を修飾する。そのため、MITOL は IRE1α の分解の誘
導でなく、過剰活性化の抑制に寄与している。実際に MITOL の欠損は、小胞体スト
レス下における IRE1α の過剰なオリゴマー化と活性化の原因となり、RIDD 依存的な
アポトーシスを促進させた。また MITOL による IRE1α のユビキチン化は IRE1α 
K481 にて媒介されていることを明らかとした。MITOL の欠損と一貫して、IRE1α 
K481R 変異体の過剰発現もまた IRE1α の過剰活性化とアポトーシスを引き起こし
た。MITOL による IRE1α の抑制とアポトーシス抑制機能はマウス脊髄においても確
































3-2. MITOL による IRE1α のユビキチン化と活性制御 
 
 IRE1α は小胞体ストレス下における細胞適応と細胞死を決定できる重要なセンサー
タンパク質である。最近の報告では、細胞適応を誘導する xbp1 mRNA のスプライス
は IRE1α の Dimer フォームが構造学的に最適であることが示された(Zhou et al., 
2006)。一方で、IRE1α の過剰なオリゴマー化は IRE1α による基質認識を広げ、xbp1 
mRNA のみならず、多種多様な mRNA, miRNA を分解することを可能とする(Ghosh 
et al., 2014)。この RIDD は IRE1α によるアポトーシス誘導に関与することが示唆され
ている。また IRE1α は TRAF2 をアダプターとして ASK をリン酸化し、JNK 依存的
なアポトーシスも引き起こす(Nishitoh et al., 2002)。ここで私は、IRE1α の新規制御分
子として MITOL を同定した(Figure 7)。MITOL は IRE1α に K63 結合型ポリユビキチ
ン鎖を付加することで、IRE1α の過剰なオリゴマー化と活性化を抑制した(Figure 2 to 
7)。これまでに IRE1α が HRD1 や TRAF6 によってユビキチン化および分解されるこ
とは知られていたが(Qiu et al., 2013; Sun et al., 2015)、K63 結合型ポリユビキチン鎖に
よる活性制御の報告は初めてとなる。いくつかの報告によって IRE1α のオリゴマー
が BIM を含む Bcl-2 ファミリータンパク質との直接的な結合によって安定化される
ことが示されている(Woehbier and Hetz, 2011; Rodriguez et al., 2012)。MITOL の欠損は








-ミトコンドリア間を相互輸送されることが明らかとなっている(Raturi and Simmen, 
2013)。また MAM は脂質ラフトに富んだ膜領域であるため、シグナル調節の足場と
して機能すると考えられ、これまでに炎症反応やオートファジー誘発のための足場と
して働くことも示されている(Hamasaki et al., 2013; Horner et al., 2015; Zhou et al., 
2011)。しかしながら、生理的または病理的な条件下における MAM の機能的な影響
について不明瞭な部分が多く残されている。近年、小胞体ストレス下において MAM
が増加することが報告された(Csordas et al., 2006)。加えて、UPR センサーである
PERK や IRE1α は MAM に局在することで、小胞体からミトコンドリアへのカルシウ
ム過剰流入を引き起こし、小胞体ストレス依存的なアポトーシス誘導に貢献すること
も示唆されている(Son et al., 2014; Verfaillie et al., 2012)。他の報告では、小胞体タン
パク質 CDIP1 とミトコンドリアタンパク質 BAP31 による複合体形成が小胞体-ミト
コンドリア間におけるアポトーシスシグナルの伝達に重要であることも提唱されてい
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の研究にて発見した MITOL による IRE1α の K63 結合型ユビキチン化は MAM に依存
する (Figure 11)。実際に、小胞体-ミトコンドリア間の繋留因子である PACS や Mfn2
の発現抑制は MITOL による IRE1α のユビキチン化を減弱させた。そのため、小胞体
ストレスにおける MAM は、ミトコンドリアへのカルシウム過剰流入を介したアポト
ーシス誘導のみならず、IRE1α の過剰活性化を直接的に抑制し、結果として細胞生存
にも機能することが示唆される。注目すべきことに、MITOL による IRE1α のユビキ
チン化は基底状態においても観察されるが、反対に小胞体ストレスの慢性化にしたが
って低下した(Figure 8)。これらの発見を踏まえると、小胞体ストレスに応じて MAM





いる。しかしながら、小胞体ストレスが慢性化すると、MITOL による IRE1α の抑制
機構が破綻した結果、IRE1α 依存的なミトコンドリアへのカルシウム過剰流入と
IRE1α の Bifunctional な活性によって迅速にアポトーシスが誘導されると仮説立てら
れる。これまでは小胞体ストレスにおける二つのアウトプット、細胞適応と細胞死の
切り替えについてあまり分子理解がされていなかった。外因性アポトーシスの受容体
である Death receptor 5 (DR5)の細胞内発現はその切り替えについて中心的な役割を担
うことが報告されたが(Lu et al., 2014)、私の MEFs を用いた実験系では DR5 の顕著な










されている(Dal Canto and Gurney, 1995; Lautenschlaeger et al., 2012; Oyanagi et al., 
2008)。興味深いことに、ALS において発症に先立って IRE1α のタンパク質量が増加




13)。重要なことに、IRE1α の RNase 活性化は MITOL による K63 ユビキチン化を不



















































MITOL は IRE1α のユビキチン化を介して 
小胞体ストレス誘導性アポトーシスを抑制する 
 





















 ウサギポリクローナルの anti-MITOL 抗体は以前に述べた詳細にて作製された。
anti-α-tubulin, anti-β-actin, anti-FLAG-M2 抗体は Sigma から購入した。anti-Cleaved 
Caspase-3, anti-Cleaved PARP, anti-IRE1α, anti-PHB1, anti-SAPK/JNK, anti-pSAPK/JNK 
(Thr183/Tyr185), anti-pPERK(Thr980)抗体は Cell Signaling Technology から購入した。
anti-Cytochrome C, anti-DLP1 抗体は BD Biosciences から購入した。anti-Mfn2, anti-
Tom20, anti-Calnexin, anti-BAX, anti-ATF6 抗体は Santa Cruz Biotechnology から購入し
た。anti-Ubiquitin, anti-GFP 抗体は MBL から購入した。anti-HA 抗体は COVANCE か
ら購入した。anti-PACS2 抗体は Proteintech から購入した。Tunicamycin は Wako から
購入された。Brefeldin A は Focus Biomoleculs から購入された。Thapsigargin は
Nakalai から購入された。CHX と 4-OHT は Sigma から購入された。4µ8c は Millipore
から購入された。APY29 は ChemScene から購入された。KIRA6 は Cayman Chemical
から購入された。JNK inhibitor II は CALBIOCHEM から購入された。 
 
 
4-2. DNA コンストラクト 
 
 MITOL やユビキチンの変異体発現ベクターは以前述べたように作製された(Sugiura 
et al., 2013)。IRE1α-FLAG 発現ベクターは IRE1 alpha-pcDNA3.EGFP(Addgene より購
入)をテンプレートとしたサブクローニングによって獲得された。IRE1α の点変異は
site-directed mutagenesis kit (Stratagene)を用いて作製された。IRE1α-GFP 発現ベクター





 MEFs や HEK293T 細胞は 10% Fetal Bovine Serum (FBS)と Penicillin/Streptomycin を
加えた Delbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)にて培養される。細胞は
Lippofectamin 3000 (Invitrogen)または RNAiMax (Invitrogen)を用いてメーカープロトコ
ールに則って遺伝子導入する。siRNA は以下のものを使用した。siIRE1α #1; sense, 5’-
GAGGAUAUUCUCAGGCUUCAGGUCCUUTT-3’, antisense, 5’-
UUUAAAGUCCACUUGAUGGAGCCCGTT-3’, siIRE1α #2 ; sense, 5’-
AAGAUGGACUGGCGGGAGATT-3’, antisense, 5’-UCUCCCGCCAGUCCAUCUUTT-3’, 
and siPACS2; sense, 5’-AACACGCCCGUGCCCAUGAACTT-3’, antisense, 5’-







 精製された MAM 分画は以前に述べたように粗ミトコンドリア分画から単離される
(Sugiura et al., 2013)。 
 
 
4-5. RNA 単離と定量的 RT-PCT 
 
 RNA は哺乳類細胞より RNeasy kit (Qiagen)を用いて単離され、ReverTra Ace qPCR 
RT kit (TOYOBO)を用いて cDNA ヘ逆転写される。PCR は THUNDERBIRD SYBR 
qPCR Mix (TOYOBO)を用いて行われる。PCR の条件を以下に示す。95℃にて 1 分間
インキュベートした後、95℃を 15 秒、60℃を 30 秒、72℃を 60 秒のインキュベート
時間を 40 サイクル繰り返す。またプリイマーは以下を使用した。ATF4 ; forward, 5’-
GGACAGATTGGATGTTGGAGAAAATG-3’, reverse, 5’-
GGAGATGGCCAATTGGGTTCAC-3’, CHOP ; forward, 5’-
CATACACCACCACACCTGAAAG-3’, reverse, 5’-CCGTTTCCTAGTTCTTCCTTGC-3’, 
18S rRNA ; forward, 5’-GTGGAGCGATTTGTCTGGTT-3’, reverse, 5’-
CAAGCTTATGACCCGCACTT-3’, Xbp1s ; forward, 5’-GTGTCAGAGTCCATGGGA-3’, 
reverse, 5’-GAGTCCGCAGCAGGTG-3’, Edem ; forward, 5’-
AAGCCCTCTGGAACTTGCG-3’, reverse, 5’-AACCCAATGGCCTGTCTGG-3’, Sec61 ; 
forward, 5’-CTATTTCCAGGGCTTCCGAGT-3’, reverse, 5’-
AGGTGTTGTACTGGCCTCGGT-3’, Herp ; forward, 5’-CATGTACCTGCACCACGTCG-3’, 
reverse, 5’-GAGGACCACCATCATCCGG-3’, Col6a1 ; forward, 5’-
TGCTCAACATGAAGCAGACC-3’, reverse, 5’-TTGAGGGAGAAAGCTCTGGA-3’, 
Blos1 ; forward, 5’-CAAGGAGCTGCAGGAGAAGA-3’, reverse, 5’-
GCCTGGTTGAAGTTCTCCAC-3’, Hgsnat ; forward, 5’-TCTCCGCTTTCTCCATTTTG-3’, 
reverse, 5’-CGCATACACGTGGAAAGTCA-3’, Pdgfrp ; forward, 5’-
AACCCCCTTACAGCTGTCCT-3’, reverse, 5’-TAATCCCGTCAGCATCTTCC-3’, Txnip ; 
forward, 5’-TCAAGGGCCCCTGGGAACATC-3’, reverse, 5’-
GACACTGGTGCCATTAAGTCAG-3’, and Gapdh ; forward, 5’-
AACTTTGGCATTGTGGAAGG-3’, reverse, 5’-GGATGCAGGGATGATGTTCT-3’.  
 
 
4-6. Digitonin 処理 
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 コレステロール含有脂質を MAM から抽出するため、100µg の粗ミトコンドリアは






 タンパク質の結合を解析するため、細胞は NP-40 lysis buffer (1% NP-40, 10 mM 
Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.5 mM EDTA, 10 mM NaF, and protease inhibitors)によっ
て可溶化され、15000 rpm にて 20 分間、4℃で遠心される。上清は示された抗体を用
いて免疫沈降される。タンパク質のユビキチン化を評価するため、細胞は RIPA lysis 
buffer (0.1% SDS, 0.05% DOC, 1% TritonX-100, 10mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 




4-8. 免疫ブロットと Phos-tag SDS-PAGE 
 
 SDS-PAGE によって分離された全ライセートは PVDF 膜 (Millipor)へ転写される。
ブロットは示された抗体と反応させられ、タンパク質バンドは enhanced 
chemiluminescence reganet (Millipore)によって可視化される。Phos-tag SDS-PAGE は





 細胞は PBS によって希釈された 4% Paraformaldehyde によって 20 分間固定され
る。そして、PBS にて 2 回洗浄され、PBS にて希釈された 0.1% Triton X-100 によっ
て 15 分間処理される。2 回 PBS にて洗浄され、PBS にて希釈された 1% Bovine 
Serum Albumin によってブロッキングされる。染色のため、細胞は示された一次抗体
と共に 1 時間インキュベートされる。PBS によって 3 回洗浄された後、二次抗体と








 脊髄は 10% formalin neutral buffer solution (Wako)によって固定され、5µm の厚さに
パラフィン切片として準備される。TUNEL 染色は In Situ Cel Death Detection Kit 
(Roche)によって行われる。Nissl 染色は 0.5% cryesyl violet によって行われる。切片は





 スクロース密度勾配遠心法は以前にも述べられた手法にて行われる(He et al., 
2012)。簡単に述べると、Tunicamcyin を 4 時間処理した細胞、または Tunicamcyin 投
与から 24 時間経過したマウスは NP-40 lysis buffer によって氷上にて可溶化され、
15000 rpm にて 20 分間遠心される。上清は 50000 rpm にて 12 時間、4℃で 20%-40%
のスクロース勾配液(150 mM NaCl, 1mM EDTA, 50mM Tris-HCl pH 7.4, and protease 






 MITOLFlox/Flox マウスは Nestin-Cre トランスジェニックマウスと交配させられる。
Genotype は 21 日齢マウスの尾を用いて確認される。Genotype の確認にはプライマー
#1, 5’ - CAC AGG TAC GGT AGG TGT GTA AGC - 3’, and primer #2, 5’ - ATG GGA ATG 
TGG TTC AGT TGT ACC - 3’を用いる。全ての動物は大学のガイドラインに沿って維
持されている。脊髄における小胞体ストレス誘導のため、3 ヶ月齢マウスは生理食塩





 Annecin-V-FITC 染色は Annexin V-FITC apoptosis detection kit (BioVision)のメーカー
プロトコールに沿って行われる。ミトコンドリア脱分極の検出のため、細胞は 10nM 
Tetramethylrhodamine methl ester (TMRM)によって 30 分間、37℃にて染色される。細





4-14. Dual-luciferase reporter アッセイ 
 





4-15. Cell viability アッセイ 
 












































MITOL は IRE1α のユビキチン化を介して 
小胞体ストレス誘導性アポトーシスを抑制する 
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